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I 
摘  要 
 
虾青素是一类具有强抗氧化活性的红色酮式类胡萝卜素，因其在人体内有清
除自由基和延缓衰老的作用而在食品添加剂、化妆品、保健品和制药领域有很大
的应用前景。藻源的虾青素活性最强，其中以雨生红球藻积累虾青素的含量最高，
但是雨生红球藻培养周期长、需高光照胁迫、易污染等缺点限制了虾青素的规模
化生产。小球藻具有丰富的类胡萝卜素前体，生长速度快，能异养发酵，但目前
除了 Chlorella zofingiensis 能够积累虾青素，Chlorella vulgaris 还未有产虾青素的
相关研究报道。目前小球藻已经建立了玻璃珠转化、电击转化、基因枪转化和农
杆菌介导的遗传转化等转基因方法，通过转基因技术改良小球藻的生理生化性能
具有可行性。   
实验筛选了 Chlorella vulgaris Fma 和 Chlorella zofingiensis ATCC30412 作为
农杆菌介导遗传转化的宿主藻株。克隆了来自雨生红球藻合成虾青素的关键酶基
因，通过构建双元表达载体 pCAMBIA1302-crtO-crtRB，将两个目的基因 crtO 和
crtRB 同时整合到小球藻染色体上。希望获得生长快且虾青素产量高的小球藻藻
株。 
1. 实验筛选适合做遗传转化的小球藻藻株，比较分析了 C. vulgaris 的三株
淡水小球藻、四株海水小球藻和 C. zofingiensis ATCC30412 的细胞形态和生长周
期，C. zofingiensis 有两个生长周期，而 C. vulgaris 没有。ITS 聚类分析结果 C. 
zofingiensis 和 C. vulgaris 被分在两个不同的类群。潮霉素敏感性检测结果中，600 
μg/ml 的潮霉素不能完全抑制海水小球藻的生长，而淡水小球藻对潮霉素比较敏
感。HPLC检测小球藻色素组成的结果表明，C. vulgaris没有虾青素，C. zofingiensis
检测到虾青素。最后，选择 C. vulgaris Fma 和 C. zofingiensis ATCC30412 作为农
杆菌遗传转化的宿主。 
2. crtO 和 crtRB 基因能够编码 β-胡萝卜素酮化酶和羟化酶，催化 β-胡萝卜
素转化为虾青素。从雨生红球藻的 cDNA 中克隆到这两个酶基因，构建含
CaMV35S 启动子和 CYC1 终止子的 crtO 基因表达盒，用 crtRB 基因替换了
pCAMBIA1302 质粒上的 gfp 基因。最后，重组质粒 pCAMBIA1302- crtRB- crtO
和空质粒 pCAMBIA1302 转化到农杆菌 LAB4404 和 EHA105 菌株中。  
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II 
3. 在农杆菌介导 C. vulgaris 遗传转化的实验中获得了具有潮霉素抗性的小
球藻藻株，PCR 结果显示 hpt 基因转进小球藻 DNA 中，但是 HPLC 结果没有检
测到虾青素含量，可能是外源基因没有整合到小球藻基因组中、目的基因不表达
或虾青素的合成代谢途径比较复杂。实验观察共培养时间、温度、培养基的 pH
等因素对转化效率的影响，发现共培养两天、22°C、pH5.8 时的转化效率较好。 
 
关键词：虾青素；小球藻；农杆菌介导的遗传转化；β-胡萝卜素酮化酶基因；β-
胡萝卜素羟化酶基因；  
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Abstract 
Astaxanthin is a kind of red keto-carotenoid which has stronger anti-oxidant 
activity than other carotenoids. On account of its scavenging free radicals and delaying 
senescence, astaxanthin has been widely used as feed additive, cosmetics and 
pharmaceuticals. Astaxanthin, which originates from algae has the best vigour. Among 
the algae which can accumulated astaxanthin, Haematococcus pluvialis can produce 
the maximum. However the production of astaxanthin in large-scale is limited by the 
boundedness of H. pluvialis, such as lengthy cultivation periodicity, high intensity light 
requirement, contamination easiness and so on. On the contrary, Chlorella.sp possesses 
many merits like the abundance of carotenoid precursors, fast growth rate, fermentation 
heterotrophicly. But until now, there is no report about accumulating astaxanthin in 
Chlorella vulgaris except Chlorella zofingiensis. Recently many transgenic technology 
such as glass bead transformation, electroporation, particle bombardment and 
Agrobacterium-mediated transformation have been established in Chlorella vulgaris, 
which suggests the feasibility of improving physiology and biochemistry performance 
of Chlorella. sp through genetic engineering.  
In this study, we screen Chlorella vulgaris Fma and Chlorella zofingiensis 
ATCC30412 for genetic transformation mediated by Agrobacterium. Two key enzyme 
genes responsible for the synthesis of astaxanthin was cloned from the cDNA of H. 
pluvialis. Establishing the binary expression vector pCAMBIA1302-crtO-crtRB, 
integrating these two targeted genes into the chromosome of Chlorella. sp at the same 
time, expecting to acquire high biomass as well as high content of astaxanthin. The 
main results are as follows:    
 1. In order to select Chlorella.sps which are suitable for the transformation, we 
compared the cell morphology and growth period of three freshwater algae strains and 
four seawater algae strains of C. vulgaris and C. zofingiensis ATCC30412. It reveals 
that C. zofingiensis has two growth cycle while C. vulgaris has only one. ITS cluster 
analysis suggests C. zofingiensis and C. vulgaris are separated in different group. 
Detection their sensitivity to hygromycin, C. vulgaris from seawater showed 
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IV 
insensitivity to 600 μg/ml hygromycin while freshwater algae are more sensitive. HPLC 
analysis the pigment component of Chlorella.sps, only C. zofingiensis produce 
astaxanthin. Finally we choose C. vulgaris Fma and C. zofingiensis for the following 
Agrobacterium-mediated genetic transformation experiment. 
2. crtO and crtRB gene can encode β-carotene carboxylase and hydroxylase, which 
catalyzing β-carotene to astaxanthin. Clone these genes from H. pluvialis. Then 
constructing crtO expression cassette with CaMV35s promoter and CYC1 terminator 
while crtRB substitutes gfp gene on the pCAMBIA1302 vector. Finally, the 
recombinant plasmid pCAMBIA1302-crtRB-crtO and original pCAMBIA1302 were 
introduced into Agrobacterium strains, LBA4404 and EHA105.  
3. In the experiment of Agrobacterium-mediated C. vulgaris transformation, we 
obtained the transformants which can grow on resistant plate while wild type cannot. 
PCR result suggested the hpt gene has been transformed into the DNA. However, HPLC 
didn’t detect the content of astaxanthin. The possible reason may be the failure of 
transformation, gene silencing or the complexity during the synthetic pathway of 
astaxanthin. We test the effect of co-culture days, temperature and pH of co-culture 
medium on the efficiency of transformation. It reveals that co-culture 2 days, 22°C 
and pH 5.8 would be better for the transformation.  
 
Key Words：Astaxanthin; Chlorella vulgaris; Chlorella zofingiensis ; Agrobacterium-
mediated genetic transformation; crtO ; crtRB ; 
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第一章 绪 论 
1.1 农杆菌介导微藻遗传转化体系的研究 
1.1.1 微藻基因工程研究现状 
微藻是水域生态系统的生产者，是重要的水产养殖饲料。微藻本身具有碳
水化合物、蛋白质、人体必需氨基酸、多不饱和脂肪酸等营养物质。某些微藻
还可以通过代谢产生一些次级活性产物。近年来，由于微藻能够提供各类具有
高附加值的产品，同时可作为生产生物石油和重组蛋白的细胞工厂再次备受关
注[1-2]。但是野生型藻株很少能达到工业化生产的标准，通过基因工程改良微藻
的生理性状获得具有工业潜能的藻株是一个重要的途径[3]。 
莱茵衣藻是研究真核微藻的模式生物[4]。在过去的几十年里，采用粒子轰
击、玻璃珠或碳化硅晶须转化、电击转化、农杆菌介导的遗传转化[5-9]等转基因
技术在莱茵衣藻中均有成功的研究报道，证明了转基因技术在微藻中的可行
性。遗传工程开始并将逐渐在具有工业前景、经济效益的其他微藻中普及[10]。 
农杆菌介导的外源基因转化方法因其具有操作简单、经济、宿主范围广、可
插入大片段 DNA(可达 15 kbp)，可单拷贝或低拷贝整合在宿主染色体上等优势
[11-12]，已经应用于多种经济作物的遗传改造。目前，这种跨界基因转移技术已经
在一些真菌[13-14]和人的哺乳动物细胞[15]中实现。当前农杆菌介导的微藻遗传转
化体系还存在转化效率不高，对转化机制的了解不够深入等问题。 
 
1.1.2 农杆菌介导宿主遗传转化过程的研究 
pCAMBIA(Center for the Application of Molecular Biology to International 
Agriculture：国际农业分子生物学应用中心)系列的植物表达载体是农杆菌介导宿
主遗传转化的通用质粒。载体 (图 1.1)以左(LB)、右(RB)两边界为分界线，T-DNA
区包含了在宿主中可以表达的抗生素标记基因、报告基因、单克隆酶切位点(MCS，
可以插入外源目的基因)。T-DNA 区外是一套能在细菌中复制、表达、稳定遗传
的相关基因和细菌选择性标记基因。 
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图1.1 pCAMBIA1302植物表达载体简图 
Fig 1.1 The diagram of pCAMBIA1302 expression vector 
 
农杆菌介导的植物遗传转化过程主要包括以下几个步骤：(1)识别。植物在逆
境下释放乙酰丁香酮等酚类化合物，吸引土壤周围的农杆菌吸附在愈伤组织表面。
研究表明，农杆菌和宿主细胞的接触是感染的必要条件[16]；(2)激活。酚类化合物
同时诱导农杆菌 VIR 区基因表达和相关转运蛋白表达，效应蛋白与新和成的 T-
DNA 链形成不成熟的 T-复合体；(3)转运。不成熟的 T 复合体进入宿主细胞，与
胞内相关蛋白组合形成成熟的 T-复合体，进入核孔；(4)整合。在细胞核内，T-复
合体解聚成 T-DNA 链，重组到染色体上。在复合体进入宿主细胞后，宿主细胞
相关蛋白的协同作用对 T-DNA 的转运和整合起着至关重要的作用[17-18]。 
与植物相比，微藻作为农杆菌遗传转化的宿主具有以下特点：(1)微藻是单细
胞生物，每个细胞遗传信息的转录、表达几乎一致；(2)微藻没有组织、器官上的
分化和差异性表达，不需要考虑不同部位的愈伤组织对转化效率的影响，简化了
操作流程；(3)微藻和农杆菌都是微生物，两者的接触更加全面，预示藻与菌的比
例对转化效率有重要影响；(4)微藻种类繁多，种属特异性强，对农杆菌的亲和性
不一。 
 
1.1.3 影响农杆菌介导微藻遗传转化效率的因素 
影响农杆菌介导植物遗传转化效率的因素有：宿主的基因型、农杆菌菌
株、载体、vir 基因的诱导情况、共培养条件等[19]。根据目前的研究进展，我们
将影响农杆菌介导微藻遗传转化效率的因素分为以下几点进行分析。 
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